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(57) Abstract: The invention relates to an extremely simply method for in vitro production of three-dimensional, vital and mechan- 
ically stable cartilage or bone tissue and to the use thereof as transplant material in the treatment of cartilage or bone defects and 
degenerative diseases such as rheumatism or arthrosis, in addition to the use thereof in testing active substances and physical fac- 
QC tors. The object of the invention is also cartilage or bone tissue thus produced and therapeutic preparations e.g. injection solutions 
containing said tissue. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein auBerst einfaches Verfahren zur in vitro-Herstellung von dreidimensionalem, vi- 
talem und mechanisch stabilem Knorpel- oder Knochengewebe und des sen Verwendung als Transplantationsmaterial zur Behandlung 
von Knorpel- oder Knochendefekten und von degenerativen Erkrankungen, wie z.B. Rheuma oder Arthrose sowie dessen Verwen- 
dung zur Testung von Wirkstoffen und physikalischen Faktoren. Gegenstand der Erfindung sind auch das hergestellte Knorpel- oder 
)^ Knochengewebe und therapeutische Zubereitungen, z.B. Injektionslosungen, die dieses Gewebe beinhalten. 
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Verfahren zur in vitro-Herstellung von dreidimensionalem, 
vitalem Knorpel- oder Knochengewebe und dessen Verwendung 
als Transplantationsmaterial 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein auSerst einfach.es Verfahren zur 
in vitro-Herstellung von dreidimensionalem, vitalem und 
mechanisch stabilem Knorpel- oder Knochengewebe und dessen 
Verwendung als Transplantationsmaterial zur Behandlung von 
Knorpel- oder Knochendef ekten und von degenerativen 
Erkrankungen, wie z.B. Rheuma oder Arthrose sowie dessen 
Verwendung zur Testung von Wirkstoffen und physikalischen 
Faktoren. Gegenstand der Erfindung sind auch das 
hergestellte Knorpel- oder Knochengewebe und therapeutische 
Zubereitungen, z.B- Inj ektionslosungen, die dieses Gewebe 
beinhalten. Erf indungsgemaiS Jzoiinen die verschiedensten 
Knorpel- und Knochengewebe hergestellt werden, so z.B. 
hyaline, elastische, Faser- oder Bindegewebsknorpel wie 
beispielsweise Gelenksknorpel, Nasenknorpel , 

Meniskusknorpel oder Bandscheibenknorpel . 

Auf dem Gebiet des Tissue Engineering wird seit langerem 
nach Losungen zum Auf bau k6rpereigenen Gewebes gesucht . 
Dazu werden zum einen korpereigene Zellen mit und ohne 
Tragermaterial verwendet und zum anderen ausschlieSlich 
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Tr age rmat e r ial ien in den Defekt eingebracht, wobei je nach 
Indikation resorbierbare oder nicht resorbierbare Materia- 
lien verwendet werden konnen. 

Bei der Verwendung von Tragermaterialien ist nachteilig, 
da£ deren Abbauprodukte andere Gewebe schadigen konnen und 
daiS bei Verwendung von nicht autogenen, also nicht patien- 
teneigenen Tragermaterialien Immunreaktionen oder Infek- 
tionen mit tierischen oder menschlichen Erregern auftreten 
konnen. 

Eine bekannte Methode unter Verwendung von korpereigenen 
Zellen ist die Knorpel- und Knochenzelltransplantation, die 
zur Behandlung von Knorpel- und Knochendef ekten angewandt 
wird. Dabei wird das Potential der Knorpel- und 
Knochenzellen genutzt, um in vivo neues Gewebe aufzubaueix. 
So werden beispielsweise dem Patienten Knorpel- oder Kno- 
chenbiopsien entnommen, daraus Knorpel- oder Knochenzellen 
isoliert, mittels Zellkultivierung vermehrt und an- 
schliefeend dem Patienten die Zellen im Bereich des 
Gewebedef ektes, z . B . durch Einspritzen, transplantiert . 
Dort bilden sie neues Gewebe und fullen somit den Defekt 
vollstandig auf . 

Durch die genannten Verfahren wird erreicht, daS nach 
Applikation der Zelltransplantate oder Einbringen der 
Tragermaterialien im Korper Gewebe aufgebaut wird. 

Ein wei teres Ziel im Tissue Engineering besteht jedoch 
darin, korpereigenes Gewebe bereits in vitro vorzuf ertigen. 
Dazu sind aus der Literatur eine Vielzahl von Verfahren 
bekannt (vgl . DE 195 40 487> WO 97/46665, DE 197 52 900, 
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5 US 5.932.459), die entweder spezielle Vorrichtungen oder 

Trager benotigen, viele Verf ahrensschritte beinhalten oder 
die Zugabe -von wachs turns f ordernden Verbindungen, die 
Fremdstoffe fur den Korper darstellen, erf order lich. rnachen. 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, ein 

10 niSglichst einfaches Verfahren zur Herstellung von typischem 

Knorpel- oder Knochengewebe bereitzustellen, mit dera 
vitales, dreidimensionales und mechanisch stabiles Gewebe 
hergestellt werden kann, das zur Transplantation geeignet 
ist und ein schnelles Anwachsen im Korper bzw. ein 

15 schnelles Auffullen des Knorpel- oder Knochendef ektes 

gewahrleistet . AuEerdem soli das in vitro hergestellte 
Gewebe moglichst keine immunologischen Reaktionen im 
Organismus, der das Transplantat erhalt, auslosen. 

20 Es wurde iiberraschender Weise gefunden, da£ diese Aufgabe 

mit dem in Anspruch 1 angegebenen, einfachen Verfahren 
gelost werden kann. 

Erf indungsgemafe werden als Ausgangsmaterial patienteneigene 
25 Gewebebiopsien oder -proben oder mesenchymale Stammzellen, 

z.B. aus dem peripheren Blut oder Knochenmark verwendet . 
Aus den Biopsien werden die gewebe aufbauenden Zellen 
mittels enzymatischem Verdau des Gewebes, durch Auswandern 
oder durch Reagenzien, die Zielzellen erkenneix, mit 
30 ublichen Methoden isoliert. Diese Zellen werden dann 

erf indungsgemaE in einfacher Weise mit ublichem 
Kulturmedium in Zellkulturgef a£en mit hydrophober Ober- 
flache und sich verjungendem Boden in Suspension so lange 
stationar kultiviert, bis ein dreidimensionales Zell- 
35 aggregat entsteht, das zu mindestens 40 Volumen%, vorzugs- 
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weise xnindestens 6 0 Volumen% bis maximal .95 Volumen%, 
extrazellulare Matrix (ECM) beinhaltet, in welche 
dif f erenzierte Zellen eingebettet sind. Das entstandene 
Zellaggregat weist einen auSeren Bereich auf, in welchem 
proliferations- und migrationsf ahige Zellen vorhanden sind. 
Die sen Aufbau der erf indungsgemaE erhaltenen Zellaggregat e 
verdeut lichen die mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 1 und 
la, wobei Abb. 1 die AusschnittsvergroSerung des Quer- 
schnittes eines erf indungsgemafeen Zellaggregates mit vP als 
Zone des Auftretens der ersten gewebespezif ischen 
Matrixproteine und M als Zone der Bildung von 
gewebespezif ischen Matrixproteihen darstellt, und Abb. la 
das gesamte Zellaggregat mit der auEeren Zone 
prolif erationsf ahiger und migrationsf ahiger Zellen P (Zone 
der Expression des Proteins S 100) zeigt. 

Es ist erstaunlich, dafi alle Zellen, die in den nach dieser 
Erfindung hergestellten Spharoiden integriert sind, 
iiberleben und aucli nach f ortschreitender Kultivierungsdauer 
die Zellen im Inneren nicht absterben. Mit f ortschreitender 
Kultivierungsdauer dif f erenzieren die Zellen im Inneren der 
Aggregate aus und es bilden sich Spharoide, die aus ECM, 
dif f erenzierten Zellen und einer Prolif erationszone am Rand 
bestehen. Der ProzeS der Bildung dieser gewebespezif ischen 
Matrix mit eingebetteten Zellen ist dem ProzeE der Gewebs- 
entstehung bzw. -neubildung und -umbildung im Korper sehr 
ahnlich. Wahrend der Dif f erenzierung in Zellkultur wird der 
Abstand der aggregierten Zellen durch Bildung der 
gewebespezif ischen Matrix immer grower. Es entsteht im 
Inneren der Spharoide eine Gewebehistologie , die dem 
naturlichen Gewebe sehr ahnlich ist. Die Versorgung der 
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Zellen im Inneren der Spharoide erfolgt, wie im naturlichen 
Knorpel auch, allein durch die Diffusion der Nahrstoffe. 
Wahrend der weiteren Herstellung der Spharoide bildet sich 
die Zone prolif erationsf ahiger und migrationsf ahiger Zellen 
am Rand der Spharoide. Diese Zone hat den unschatzbaren 
Vorteil, date nach Einbringen der Spharoide in Defekte, die 
in dieser Randzone befindlichen Zellen in der Lage sind, 
auszuwandern und aktiv den Kontakt zum umliegenden Gewebe 
herzustellen bzw. eine Integration des in vitro gebildeten 
Gewebes in seine Umgebung ermoglichen. Damit sind die 
hergestellten gewebespezif ischen Zellaggregate hervorragend 
zur Behandlung von Gewebsdef ekten und zum Neuauf bau von 
Gewebe in -vitro und in vivo geeignet . 

In Abhangigkeit von der GroEe des zu behandelnden 
Gewebedef ektes kann es von Vorteil sein, bereits grofiere 
Gewebestiicke zu transplantieren, urn ein schnelleres 
Auffiillen des Def ektes zu erreichen. Fur diesen Fall werden 
mindestens zwei, besser aber mehr der erhaltenen 
Zellaggregate fusioniert, indem sie gemeinsam unter den 
gleichen Bedingungen und in den gleichen Kulturgef a£en wie 
oben beschrieben bis zur gewvinschten Gr6£e weiterkultiviert 
werden . 

Abb. lb zeigt zwei zu f usionierende Spharoide nach einem 
Tag . 

Abb. lc zeigt, daS bereits einige Stunden spater die Grenze 
zwischen den beiden Spharoiden nicht mehr zu erkennen ist . 
Nach einer weiteren Woche sind die Spharoide vollstandig 
fusioniert und es ist. ein groiSeres in vitro Gewebestuck 
entstanden (Abb. Id) . Der Aufbau der so erhaltenen groSeren 
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Zellaggregate ist mit dem der zunachst erhaltenen Spharoide 
identisch. Sie konnen bis zu maximal 95% ECM beinhalten und 
alls im erhaltenen Gewebestuck enthaltenen Zellen sind 
vital . 

Das erhaltene Knorpel- oder Knochengewebe ist aufieror- 
dentlich stabil. Die Zellaggregate konnen auf % ihres 
Durchmessers komprimiert werden, ohne da£ sie zerbreciien 
oder beispielsweise beim Injizieren in den Korper mittels 
einer Kanule auseinanderf alien . Es ist moglich, diese 
Gewebestuckchen mit einer Pinzette oder einer Pipette aus 
dem Zellkulturgef a£ zu entnehmen. 

Um ausreichend Knorpel- oder Kaochenzellen fur die 
erf indungsgemaiSe Suspensionskultivierung zur Verfugung zu 
haben, werden die vom Patienten gewonnenen Zellen in einer 
vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm der Erfindung zunachst in an 
sich bekannter Art und Weise in Monolayerkultur vermehrt . 
Die Passage der Zellen in Monolayerkultur wird so gering 
wie moglich gehalten. Nach Erreichen des konfluenten 
Stadiums werden die in Monolayer gewachsenen Zellen 
geerntet und gemaJS des erf indungsgemafeen Verfahrens in 
Suspension, wie oben beschrieben, kultiviert. 

Als Zellkulturmedium kann sowohl fur die Suspensions- als 

auch fur die Monolayerkultur ubliches Medium, z. B. 
Dulbecco's MEM, unter Zusatz von Serum, verwendet werden. 

Vorzugsweise wird DMEM und Hams im Verhaltnis 1 : 1 

eingesetzt. Um jedoch immunologische Reaktionen des 

Patienten auf das in vitro hergestellte Gewebe zu 

vermeiden, wird als Serum vorzugsweise autogenes Serum des 
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Patienten eingesetzt. Es ist auch moglich xenogenes Oder 
allogenes Serum zu verwenden. 

Dem Kulturmedium werden erf indungsgemaE keine Antibiotika, 
Fungistatika oder andere Hilfsstoffe zugesetzt . Es hat sich 
gezeigt, daJS nur die autogene, xenogene oder allogene 
Kultivierung der Zellen und Zellaggregate sowie die Kulti- 
vierung ohne Antibiotika und Fungistatika eine unbeein- 
fluSte Morphologie sowie Dif f erenzierung der Zellen in der 
Monolayerkultur und eine ungestorte Bildung der spezi- 
fischen Matrix in den Zellaggregaten ermoglicht . Weiterhin 
sind durch den Verzictit samtlicher Zusatzstoffe wahrend der 
Herstellung nach Einbringen des in vitro hergestellten 
Gewebes in den menschlichen und auch tierischen Organismus 
samtliche immunologische Reaktionen ausgeschlossen. 

Es ist allerdings uberraschend, daS weder bei der Suspen- 
sionskultivierung, noch bei der Monolayerkultivierung 
Wachstumsf aktoren oder andere wachstumsf ordernde Zusatze 
notwendig sind. Trotz des Fehlens dieser Zusatze werden 
bereits nach zweitagiger erf indungsgemaSer Suspensionskul- 
tivierung dreidimensionale Zellaggregate mit gewebespezi- 
fischen Eigenschaf ten erhalten. Die GroSe hangt naturlich 
von der eingebrachten Zellzahl pro Volumen Kulturmedium ab. 

Werden beispielsweise 1 x 10 7 Zellen in 3 00 |il Kulturmedium 
eingebracht, so entstehen innerhalb von 1 Woche dreidi- 
mensionale Spharoide von ca. 500-700 jitm Durchmesser. Fur 
einen 1 cm 2 -Gewebedef ekt mufiten ca. 100 solcher Spharoide 
transplantiert, z. B. injiziert, werden. Die andere Mog- 
lichkeit ist die in vitro-Fusion der kleinen Zellaggregate 
zu groSeren - wie oben beschrieben - und das Einbringen 
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dieser in den Defekt. Vorzugsweise werden erf indungsgemaS 
zwischen 1 x 10 4 und 1 x 10 7 Zellen in 300 \xl Kulturmedium 
zur Herstellung der kleinen Zellaggregate verwendet, 
besonders bevorzugt 1 x 10 5 Zellen. Die nach einigen Tagen 
gebildeten Spharoide werden dann fur mindestens 2-4 Wochen 
in Abhangigkeit von der Zellart und den patienten- 
spezifischen Charakteristika in dem geeigneten Kulturmedium 
kultiviert, urn die Ausbildung der gewebespezif ischen Matrix 
zu induzieren. Im besonderen Falle konnen dann einzelne 
Spharoide ab ca. einer Woche Kultivierung fusioniert 
werden, um die Gr66e des Gewebestuckes zu erhohen. 

Als Zellkulturgef a£e mussen fur die erf indungsgemaBe 
Kultivierung in Suspension solche mit hydrophober, also 
adhasionsverhindernder Oberflache, wie z. B. Polystyrol 
oder Teflon, eingesetzt werden. Zellkulturgef a£e mit 
nichthydrophober Oberflache konnen durch Beschichten mit 
Agar oder Agarose hydrophobiert werden. Weitere Zusatze 
sind nicht erf orderlich. Vorzugsweise dienen als Zellkul- 
turgefa£e Napfplatten. Dabei konnen fur die Herstellung der 
kleinen Zellaggregate beispielsweise 96-Napfplatten und fur 
die Herstellung der fusionierten Aggregate 2 4 -Nap f plat ten 
Verwendung f inden . 

Erf indungsgemaS mussen die Zellkulturgef aSe einen sich 
ver jtingenden, vorzugsweise gewolbten Boden aufweisen. Es 
hat sich gezeigt, da£ sich das erf indungsgemaEe Gewebe in 
Gefa&en mit flachem Boden nicht bildet . Of f ensichtlich 
dient die Vertiefung zum Finden der Zellen. 
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5 Gegenstand der Erfindung ist auch das nach dem oben 

beschriebenen Verfahren hergestellte Knorpel- oder 
Knochengewebe, das als autogenes , xenogenes oder allogenes 
Transplantationsmaterial zur Behandlung von Knorpel- oder 
Knochendef ekten und von degenerativen Erkrankungen wie z. 

10 B. Arthrose oder Rheuma Verwendung finden kann. Dazu werden 

die erf indungsgemaSen in vitro hergestellten Zellaggregate 
mittels Injektion in das erfcrankte oder abgebaute Gewebe 
eingespritzt . Dazu mu6 die Injektionsnadel oder ein anderes 
geeignetes Applikationssystem mindestens den Durchmesser 

15 der Spharoide haben. Die Zellen in der Zone 

prolif erationsf ahiger und migrationsf ahiger Zellen am Rande 
der Spharoide wachsen schnell in das umliegende Gewebe ein 
und ermoglichen eine schnelle Einbindung des in vitro 
hergestellten Gewebes und stellen ein Potential zur 

20 Neubildung von Gewebe in der Umgebung der Spharoide dar, da 

diese Zellen nocli prolif erieren und Matrix bilden. Diese 
Behandlung kann im Fortschxitt zu bisherigen Verfahren im 
Tissue Engineering arthroskopisch erfolgen. 

25 Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch therapeutische 

Zubereitungen, die das erf indungsgemaJSe Knorpel- oder 
Knochengewebe umfassen, z. B. Injektionslosungen. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung des 
30 erf indungsgemaJSen Knorpel- oder Knochengewebe s zur Testung 

verschiedener Faktoren, wie z.B. Wirkstoffen und 
physikalischen Faktoren, die z. B. die Bildung und 
Dif f erenzierung von Matrix und Zellen beeinf lussen, wobei 
die physikalischen Faktoren z.B. Druck oder elektrische 
35 Felder sein konnen. Dazu werden die Zellspharoide 
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erf indungsgemaS hergestellt unci in unterschiedlichen 
Reifestadien werden die zu testenden Medikamente 
hinzugegeben und unterschiedlichste Parameter der 
Spharoidentstehung und -reifung charakterisiert . Diese 
Tests sind im Vergleich zu den herkommlichen Medika- 
mententests an Tieren oder Tumorsystemen durch die 
Verwendung von nur autologem Material sehr patienten- 
spezifisch und ermoglichen eine individuelle Diagnose. 

Nachfolgend soli die Erfindung an Ausf uhrungsbeispielen 
naher erklart werden, ohne sie darauf einzuschranken. 

Aus f iihrungsbe i spiel e 

Beispiel 1: in vitro-Herstellung von Knorpelgewebe 

Vom Patienten wird aus einem Bereich hyalinen # gesunden 
Knorpels eine Biopsie entnommen. Aus dieser Biopsie werden 
mittels enzymatischen Verdaus durcli Inkubation mit 
Kollagenaselosung die Chondrozyten isoliert. Nach Trennung 
der isolierten Zellen vom unverdauten Knorpelgewebe, werden 
diese in Zellkulturf laschen uberfuhrt und unter Zugabe von 
DMEM / Hams F12 Kulturmedium (1/1) und 10% autologem Serum 
des Patienten bei 37°C und 5% C0 2 inkubiert. Zweimal 
wochentlich wird ein Mediumwechsel durchgef uhrt . Nach 
Erreichen des konfluenten Stadiums wird die Zellayer mit 
physiologischer Kochsalzlosung gewaschen und mittels 
Trypsin von der Zellkulturoberf lache geerntet . Nach einer 
weiteren Waschung werden 1 x 10 5 Zellen in je ein 
Zellkulturgef a£ uberfuhrt, das mit Agarose beschichtet ist , 
Nach einem Tag haben sich die ersten Zellen in Aggegaten 
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angebrdnet . Diese Aggregate werden alle 2 Tage mit frischem 
Medium versorgt und fur mindestens 2 Wochen kultiviert. 
Bereits nach einer Woche wurden Kollagen Typ IX und 
Proteoglycans in den Aggregaten nachgewiesen. Dazu wurde 
ein spezif ischer Antikorper gegen Kollagen Typ II 
verwendet . Der an Kollagen Typ II gebundene 
Primarantikorper wurde mit Hilfe eines Zweitantikorpers und 
daran gekoppeltem ABC- System nachgewiesen. Das heist, an 
dem 2. Antikorper ist uber Avidin- Biotin das Enzym 
Alkalische Phosphatase gekoppelt, welches das Substrat 
Fuchsin umsetzt, wobei ein roter Farbstoff entsteht. 

Die Proteoglycane wurden mittels Goldnerf arbung nachge- 
wiesen. Kollagen Typ II und Proteoglykane sind Bestandteile 
der Knorpelmatrix in vivo und stellen die wichtigsten 
Strukturproteine dar, die fur die Funktion des Knorpels von 
entscheidender Bedeutung sind. 

In der aufeeren Schicht der Aggregate wurde zum gleichen 
Zeitpunkt das fur Knorpelzellen spezifische Protein S 100 
nachgewiesen. S 10 0 wird nicht in Knochengewebe und 
Bindegewebe exprimiert . Nur diese Gewebe konnten hierbei 
auch entstehen. Somit wurde eindeutig nachgewiesen, daS das 
entwickelte Gewebe Knorpelgewebe ist . 

Nach 1-2 Wochen Kultivierung liegen die Z ell en noch dicht 
beieinander^ Mit steigender Kultivierungsdauer nimmt der 
Anteil an extrazellularer Matrix zu und der Anteil an 
Zellen ab. Nach einer Woche ist mindestens 40% ECM 
nachweisbar und nach 3 Wochen wurde bereits ca. 60% ECM 
entwickelt. Nach 3 Monaten Kultivierung der Knorpelgewebe 
ist der Anteil an ECM auf 80-90% angestiegen. Das heiEt, im 
Inneren der hergestellten Aggregate wurde knorpelartiges 
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5 Gewebe aufgebaut, welches im Aufbau dem In vivo Knorpel 

entspricht und auch die Funktion von Knorpelgewebe 
ubernehmen kann. 

Beispiel 2 : Transplantation von Knorpelgeweb e 

Das in Beispiel 1 hergestellte Gewebe (ca. 2 00 SphAroide 
aus je 1*10 5 Zellen) wurde in physiologischer Kochsalz- 
losung auf genommen und in einen ca. 1 cm 2 groteen, mit 
Periost abgedeckten Knorpeldef ekt des Probanden einge- 

15 spritzt. Es wurde f estgestellt , daS der Knorpeldef ekt 

bereits innerhalb von 1 bis 2 Monaten mit Knorpelgewebe 
aufgefiillt ist, wahrend durch die bisherige Transplantation 
von jungen, lediglich in vitro vermehrten Knorpel z ell en die 
Auffullung eines Defektes einer solchen GroSe erst nach 6- 

20 12 Monaten zu verzeichnen ist. Das erf indungsgemaSe in 

vitro hergestellte Knorpelgewebe gewahrleistet also neben 
der Erfullung der mechanischen Funktion des hergestellten 
Gewebes die rasche Integration der hergestellten . Gewebe - 
stucke durch die prolif erationsf ahigen und migrations- 

25 f ahigen Zellen in der auSeren Schicht der Aggregate. Somit 

erlaubt die Struktur und Funktion der Gewebestucke auch die 
schnelle Reparatur von Defekten und degeneriertem Knorpel- 
gewebe . 

30 

Beispiel 3 : in vitro-Herstellung von Knochengewebe 

Vom Patienten wird eine Knochenbiopsie aus dem Bereich des 
Spongiosaknochens entnommen. Aus dieser Biopsie werden 
35 mittels enzymatischen Verdaus durch Inkubation rait 

Kollagenaselosung die Osteoblasten isoliert. Nach Trennung 
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der isolierten Zellen vom unverdauten Knochengewebe, werden 
diese in Zellkulturf laschen uberfiihrt und unter Zugabe von 
DMEM / Hams F12 Kulturmedium (1/1) und 10% autologem Serum 
des Patienten bei 37 °C und 5% C0 2 inkubiert . Zweimal 
wochentlich wird ein Mediumwechsel vorgenommen . Nach 
Erreichen des konfluenten Stadiums wird die Zellayer mit 
physiologischer Kochsalzlosung gewaschen und mitt els 
Trypsin von der Zellkulturoberf lache geerntet . Nach. einer 
weiteren Waschung werden 1 x 10 5 Zellen in je ein 
Zellkulturgef ai5 uberfiihrt , das mit Agarose beschichtet ist. 
Nach einem Tag haben sich die ersten Zellen in Aggegaten 
angeordnet . Diese Aggregate werden alle 2 Tage mit frischem 
Medium versorgt und fur mindestens 2 Wochen kultiviert. 

Bereits nach einer Woche wurden Kollagen Typ I und 
Proteoglycane in den Aggregaten nachgewiesen. Dazu wurde 
ein spezifischer Antikorper gegen Kollagen Typ I verwendet. 
Durch den Nachweis von Kollagen I wurde zweifelsfrei 
nachgewiesen, daS es sich nicht urn Knorpelgewebe handelt. 
Der an Kollagen Typ 1 gebundene Primarantikorper wurde mit 
Hilfe eines Zweitantikorpers und daran gekoppeltem ABC- 
System nachgewiesen. Das heifit, an dem 2. Antikorper ist 
uber Avidin- Biotin das Enzym Alkalische Phosphatase 
gekoppelt, welches das Substrat Fuchsin umsetzt, wobei ein 
roter Farbstof f entsteht . 

Die Proteoglycane wurden wie in Beispiel 1 mittels 
Goldnerf arbung nachgewiesen. Kollagen Typ I und 
Proteoglykane sind Bestandteile der Knochenmatrix in vivo 
und stellen die wichtigsten Strukturproteine dar, die fur 
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die Funktion des Knochens von entscheidender Bedeutung 
sind. 

i 

In der auSeren Schicht der Aggregate wurde zum gleichen 
Zeitpunkt prolif erationsf ahige Knochenzellen nachgewiesen. 

Nach 2 Wochen Kultivierung liegen die Zellen noch dicht 
beieinander. Mit steigender Kul t i vi erungsdauer nimmt der 
Anteil an extrazellularer Matrix zu und der Anteil an 
Zellen ab . Nach einer Woche ist mindestens 40% ECM 
nachweisbar und nach 3 Wochen wurde bereits ca. 60% ECM 
entwickelt. Das heifet, im Inneren der hergestellten 
Aggregate wurde knochenartiges Gewebe aufgebaut, welches in 
der Zusanunensetzung dem in -vivo Knochen entspricht und auch 
die Funktion von Knochengewebe ubernehmen kann. 



Beispiel 4: Transplantation von Knochengewebe 

Die in Beispiel 3 hergestellten Gewebe (ca. 5 0 Stuck) 
werden in physiologischer Kochsalzlosung auf genommen und in 
den Bereich einer schwer heilenden Knochenf raktur 
gespritzt. Es wurde f estgestellt , daJS der ProzeS der 
Knochenheilung induziert werden konnte und bereits nach 3 
Wochen neues Knochengewebe gebildet wurde, wahrend bei 
ausbleibender Behandlung des Defektes eine Bruchheilung 
erst nach Monaten erfolgt ware. Das in vitro geziichtete 
Knochengewebe gewahrleistet also die schnelle Integration 
des Gewebes in das umliegende Gewebe und die Auf fullung von 
Knochendef ekten. Somit erlaubt die Struktur und Funktion 
der Gewebestiicke die Heilung von Knochendef ekten, die 
Induktion der Osteosynthese und die Behandlung von 
degenerativen Knochenerkrankungen . 
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Patentanspriiche 

1 . Verf ahren zur in vitro-Herstellung von dreidi- 
mens ional em , vitalem Knorpel- oder Knochengewebe , 
dadurch gekennzeichnet, da& 

aus einem menschlichen oder tierischen Organismus 
Knorpelzellen, Knochenz ell en, oder mesenchyniaie Stamm- 
zellen gewonnen werden und diese in Zellkulturgef a£en 
mit hydrophober Oberflache und sich ver j ungendem Boden 
als Suspensionskultur stationar so lange kultiviert 
werden bis ein Zellaggregat entsteht, das zu mindestens 
40 Vol . % extrazellulare Matrix (ECM) beinhaltet, in 
welche dif f erenzierte Zellen eingebettet sind, und das 
einen auSeren Bereich aufweist, in welchem 
proliferations- und migrationsf ahige Zellen vorhanden 
sind. 

2. Verfaliren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet , daS 

die aus dem Explantat gewonnenen Knorpel- oder 
Knochenzellen zunachst in Mono layer kultur vermehrt 
werden und anschlieJSend die Kultivierung in Suspension 
gemaE Anspruch 1 vorgenommen wird. 

3 . Verf ahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet , daS 

je nach .gewunschter GewebegroSe mindestens zwei der 
entstandenen Zellaggregate fusioniert werden, indem sie 
gemeinsam in Zellkulturgef aSen mit hydrophober 
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Oberflache und sich ver jiingendem Boden in Suspension 
weit erkut iviert werden . 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, daS 

als Zellkulturgef alSe Napfplatten eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, daiS 

Zellkulturgef age mit nichthydrophober Oberflache durch 
Beschichten mit Agar oder Agarose hydrophobiert werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet , da£ 

die Kultivierung ohne den Zusatz von wachstumsf ordernden 
Verbindungen durchgefiihrt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, dafe 

das Kulturmedium autogenes, xenogenes oder allogenes 
Serum en t halt . 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 , 

dadurch gekennzeichnet, da£ 

die Kultivierung in Suspensionskultur so lange 
durchgefiihrt wird, bis das erhaltene Zellaggregat 
mindestens 60% ECM aufweist. 

9. Knorpel- oder Knochengewebe hergestellt nach den 
Anspruchen 1 bis 8 . 
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10. Verwendung von Knorpel- Oder Knochengewebe gemaS 
Anspruch 9 als autogenes, xenogenes oder allogenes 
Transplantationsmaterial zur Behandlung von Knorpel- 
oder Knochendef ekten und von degenerativen 
Erkrankungen . 

11. Verwendung nach Anspruch 10 zur Behandlung von 
Arthrose und Rheuma. 

12. Verwendung von Knorpel- oder Knochengewebe gemaS 
Anspruch 9 zur Testung von Wirkstoffen und Faktaren, 
die die Bildung und Dif f erenzierung von Matrix und 
Zellen beeinf lussen . 

13. Therapeutische Zubereitung umfassend Knorpel- oder 
Knochengewebe gemaE Anspruch 9 . 
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